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RESUMO  
Pesquisaram-se genes de virulência em 100 cepas de Estreptococos Ambientais          
(EA) isolados de casos de mastite bovina, sendo 50 de ​Streptococcus uberis ​(SU) e              
50 de ​Streptococcus dysgalactiae ​(SD). Realizada PCR das amostras de SU,           
verificou-se que 21 (42%) e 9 (18%), apresentavam o gene ​pauA ​e ​skc​,             
respectivamente. Cinco (16%) foram positivas para ambos genes. Das amostras de           
SD, 13 (26%) foram positivas para o gene ​mig​. Os resultados alertam para a              
elevada prevalência de EA altamente virulentos, reforçando a necessidade de          
intensificar o uso de medidas profiláticas, com vistas à proteção à saúde animal e à               
saúde pública.  
Palavras-chave: ​Streptococcus ​spp.; genotipagem; mastite bovina.  
ABSTRACT  
Virulence genes were investigated in 100 strains of Environmental Streptococci (EA)           
isolated from bovine mastitis cases, 50 ​Streptococcus uberis ​(SU) and 50           
Streptococcus dysgalactiae ​(SD). Performed PCR of the SU samples, it was found            
that 21 (42%) and 9 (18%) presented the ​pauA ​and ​skc ​gene, respectively. Five              
(16%) were positive for both genes. Of the SD samples, 13 (26%) were positive for               
the ​mig ​gene. The results point to the high prevalence of highly virulent AE,              
reinforcing the need to intensify the use of prophylactic measures, with a view to              
protecting animal and public  health.  
Keywords: ​Streptococcus ​spp.; genotyping; bovine mastitis.  
INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA  
 
A mastite bovina é a afecção de maior importância econômica para a indústria             
leiteira mundial, sendo responsável por importantes perdas produtivas, redução na          
qualidade do leite e aumento dos custos de produção (LOURES, 2011).  
A mastite tem sido historicamente classificada como contagiosa ou ambiental,          
de acordo com a origem dos micro-organismos causadores e as características da            
infecção (BIGGS, 2009). Os estreptococos pertencentes às espécies ​Streptococcus         
uberis ​(SU) e ​Streptococcus dysgalactiae ​(SD), caracterizados como estreptococos         
ambientais (EA), têm sido identificados com frequências superiores a 30% a partir de             
amostras de leite provenientes de rebanhos leiteiros na região meio oeste           
catarinense, segundo resultados obtidos na rotina diagnóstica do Laboratório de          
Microbiologia Veterinária (LMV) do IFC Campus Concórdia-SC nos últimos cinco          
anos (AUER et al.,  2019).  
Com efeito, estudos que possibilitem a caracterização genética de EA, bem           
como de seus fatores de virulência, são de extrema importância para a identificação             
do potencial patogênico destes agentes, bem como para a adoção de medidas            
estratégicas de profilaxia e controle.  
O objetivo da presente pesquisa foi caracterizar geneticamente cepas de EA           
isoladas de casos de mastite bovina, por meio da tentativa de padronização da             
técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) ​multiplex​, principalmente          
quanto à presença de genes relacionados a fatores de virulência, de forma a auxiliar              
na  identificação do potencial patogênico destas amostras.  
METODOLOGIA  
Utilizaram-se 100 linhagens de EA (50 cepas de SU e 50 cepas de SD)              
isoladas de casos de mastite bovina, em rebanhos leiteiros de 35 municípios de             
Santa Catarina. As amostras pertenciam à Bacterioteca do LMV e encontravam-se           
armazenadas à  80ºC em caldo cérebro-coração (BHI) adicionado de glicerol (1:1).  
As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente, repicadas em         
BHI e incubadas a 37ºC, durante 24 horas, das quais foi realizada a extração de               
DNA,  utilizando o ​kit ​comercial Brasílica (LGC biotecnologia).  
Inicialmente, realizou-se a PCR individual para a pesquisa dos genes-alvo.          
Utilizaram-se os ​primers ​descritos por Krishnaveni et al. (2014), para a pesquisa dos             
genes de virulência ​mig, sck ​e ​pauA​. O ​mix ​de PCR continha 2,5 µL de Tampão Taq                 
PCR 10X (Solis BioDyne®), 1 µL de dNTP's (2,5mM) (Sinapse Biotecnologia), 2 µL             
de cloreto de magnésio (2mM) (Solis BioDyne®), 1 µL de primer (senso e reverso)              
(20pmol/µL) (IDT Integrated DNA Technologies). Adicionou-se 0,3 µL (5 U/ µL) de            
HOT FIREPol® DNA Polymerase (Solis BioDyne®), 3 µL de DNA extraído, e            
completou-se o volume até 25µL com água para PCR. As reações de amplificação             
foram realizadas  utilizando termociclador T100™ Thermal Cycler (BIO-RAD).  
A amplificação do DNA foi realizada em um ciclo de 94ºC por 15’, 30 ciclos de                
desnaturação a 94ºC por 30’’, anelamento a 52ºC para o ​primer Sub pauA​; 54ºC para               
o primer ​Sub sck​, e 55ºC para o primer ​Sdys mig​, por 30’’, extensão a 72ºC por 30’’ e                   
ciclo adicional de 10’ a 72ºC.  
 
Para padronização do protocolo de multiplex PCR foi utilizado ​mix ​contendo 5 
µL de Tampão Taq PCR 10X (Solis BioDyne®), 3 µL de dNTP's (2,5mM) (Sinapse  
Biotecnologia), 6 µL de cloreto de magnésio (2mM) (Solis BioDyne®), 1 µL de cada              
sequência de ​primer ​(20pmol/µL) (IDT Integrated DNA Technologies), sendo utilizado          
todos os ​primers ​na mesma reação. Adicionou-se 0,9 µL (5 U/ µL) de HOT FIREPol®               
DNA Polymerase (Solis BioDyne®), 3 µL de DNA de SU e SD e o volume final de                 
reação foi completado com água para PCR até 50 µL. Foram utilizadas amostras de              
cepas positivas na PCR convencional para a realização da multiplex PCR. Foram            
realizados quatro protocolos de amplificação idênticos ao protocolo de PCR          
convencional, porém utilizando temperaturas de anelamento de 52ºC, 53ºC, 54ºC e           
55ºC.  
Após a reação, 5μL de cada produto de PCR foi submetido à eletroforese em              
gel de agarose a 1,5%, acrescido de brometo de etídio (1,3 μL/30 mL de agarose),               
com voltagem de 80 V por 35’. Para controle negativo, foi utilizada água de PCR e                
para controle positivo, utilizou-se a primeira amostra positiva para cada ​primer​. As            
imagens foram capturadas utilizando sistema de fotodocumentação, com luz         
Ultravioleta.  
Adicionalmente, no presente estudo, realizou-se o antibiograma das cepas,         
pela técnica de disco-difusão (Kirby-Bauer). Para tanto, 100 amostras bacterianas          
foram descongeladas, re-isoladas em ágar base adicionado de 5% de sangue           
bovino, e incubadas em estufa microbiológica a 37ºC durante 24 horas. Após este             
período, as amostras foram transferidas para solução salina a 0,9% ajustando-se a            
concentração na escala 0,5 de MacFarland. Com auxílio de suabe estéril, a solução             
foi semeada conforme técnica padrão de antibiograma sobre um placa de Petri            
contendo Ágar  Mueller Hinton acrescido de 5% de sangue bovino.  
Foram utilizados os seguintes discos de antibiograma: neomicina (30g),         
eritromicina (15µg), ampicilina (10µg), tetraciclina (30g), ceftiofur (30µg), amoxicilina         
+ ácido clavulânico (30µg) e gentamicina (10g). Estes foram transferidos com auxílio            
de pinça estéril sobre a superfície do ágar. Por fim, a placa foi incubada a 37ºC por                 
24 horas, e a leitura foi realizada por meio da medição dos halos de inibição em                
milímetros.  
RESULTADOS E DISCUSSÃO  
Após realização das PCRs individuais para pesquisa dos genes-alvo,         
verificou-se que 21 (42%) das 50 cepas de SU avaliadas foram positivas para o gene               
pauA​, enquanto que nove (18%) foram positivas para o gene ​skc​, como observa-se             
no gráfico 1. Dentre as 25 amostras de SU que foram positivas para ao menos um                
dos genes; cinco (17%) foram positivas para ambos genes. Das 50 amostras            




Gráfico 1. ​Relação do número de cepas positivas e negativas obtidas a partir das              
amostras de estreptococos avaliadas, segundo os genes-alvo pesquisados pela         
técnica de PCR individual.  
Em estudo realizado por Krishnaveni et al. (2014), não houve isolados de SU             
positivos para os genes ​pauA ​e ​skc​, assim como nenhum isolado de SD foi positivo               
para o gene ​mig​. Em pesquisa realizada por Loures (2011), na região Sul de Minas               
Gerais, os genes ​pauA ​e ​skc ​foram detectados em 43 (91%) de 47 cepas de SU                
testadas. Recentemente, Eldesouky et al. (2016) relataram a detecção do gene ​mig            
em sete de nove isolados de SD (77,8%), no Egito. Vale ressaltar que, além de               
ocorrer variabilidade genética entre as cepas de diferentes regiões, a acurácia da            
PCR também interfere nos índices de prevalência de genes relacionados à           
virulência, por este motivo os resultados entre os estudos podem ser bastante            
discrepantes.  
A elevada prevalência de cepas de EA portadoras de genes de virulência,            
detectada no presente estudo a partir de casos de mastite bovina, alertam para o              
considerável potencial patogênico destas estirpes em rebanhos leiteiros de Santa          
Catarina. Os resultados demonstram que estes microrganismos apresentam        
importantes mecanismos de adaptabilidade à glândula mamária das vacas,         
permitindo sua colonização e evasão do sistema imune como forma de sobrevivência            
e dispersão.  
Vale ressaltar que estudos de expressão gênica seriam necessários para comprovar           
a virulência destas cepas. Por outro lado, este potencial patogênico pode ser            
fundamentado epidemiologicamente, tendo em vista a elevada prevalência de EA          
como agentes relacionados a casos de mastite clínica e subclínica recidivantes nos            
rebanhos leiteiros da região.  
No presente estudo, a PCR individual, realizada para cada gene-alvo,          
possibilitou a adequada avaliação dos resultados, o que não ocorreu com a multiplex             
PCR. Apesar das diversas tentativas de padronização desta última técnica, não foi            
possível detectar os produtos da reação, devido às diferenças de temperatura de            
anelamento necessárias para cada par de ​primer ​e à proximidade de valores dos             
pesos moleculares dos produtos esperados. Desta forma, para os genes          
pesquisados em questão, recomendamos a utilização da PCR individual, ou ainda           
 
que sejam realizadas novas tentativas de padronização de técnicas de multiplex           
PCR utilizando outras sequências de pares de ​primers ​que funcionem a uma mesma             
temperatura de  anelamento.  
Com relação aos resultados de antibiograma, verificou-se que importante 
parcela das cepas avaliadas (58%) apresentou multirresistência aos antimicrobianos  
(ou seja, frente a dois ou mais antimicrobianos testados). Cepas resistentes a pelo 
menos um princípio ativo representaram 19% do total de amostras bacterianas 
examinadas. As linhagens de EA sensíveis a todos os antimicrobianos testados 
representaram 23% do total de cepas estudadas.  
Os antimicrobianos aos quais os isolados apresentaram maior resistência in          
vitro foram: neomicina; gentamicina e tetraciclina, com 71, 46 e 36 cepas resistentes,             
respectivamente. Amoxicilina+ácido clavulânico, ceftiofur e ampicilina foram os        
princípios com melhor eficácia antimicrobiana ​in vitro​, tendo sido identificadas          
somente uma; três e três cepas resistentes a cada um dos antimicrobianos,            
respectivamente.  
Ressalta-se, portanto, que estudos moleculares dos isolados, associados ao         
diagnóstico microbiológico convencional, auxiliam na elucidação epidemiológica das        
mastites, e no conhecimento do perfil de virulência destas cepas, de forma a             
contribuir  na adoção de medidas estratégicas de profilaxia e controle nos rebanhos  
CONCLUSÕES  
A padronização de técnicas de multiplex PCR para otimização de resultados na            
elucidação etiológica de casos de mastite bovina ainda é um desafio. No presente             
estudo, a PCR individual para a pesquisa dos genes-alvo de cepas de estreptococos             
ambientais possibilitou a adequada avaliação dos resultados, enquanto que o          
protocolo de multiplex PCR utilizado não alcançou os objetivos propostos. Por outro            
lado, a presente pesquisa possibilitou a genotipagem das cepas avaliadas,          
demonstrando o elevado nível de virulência dos agentes estudados, bem como seu            
perfil de sensibilidade ​in vitro ​a antimicrobianos. Os resultados obtidos contribuíram           
para o conhecimento científico mais aprofundado das cepas que circulam nos           
rebanhos leiteiros do meio oeste catarinense, bem como para a adoção de medidas             
estratégicas voltadas à profilaxia e controle.  
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